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Гены сигнального пути гиббереллинов, кодирующие DELLA-белок и рецептор гиббе-
реллинов GID1, были секвенированы у нескольких сортов (Альфа, Валдай, Орловская 9, 
Прача) и одной линии ржи (ЕМ-1) с применением методов нового поколения. Выявлен-
ные в результате несколько аллелей этих генов различаются преимущественно однонук-
леотидными полиморфизмами, реже – инсерциями и делециями. Бо́льшая часть обна-
руженных мутаций оказались синонимичными либо приходящимися на некодирующие 
регионы генов. Изменения в аминокислотной последовательности белков, связанные с 
прочими мутациями, вероятно, являются функционально-нейтральными. Мутации, 
аналогичные пшеничным аллелям гиббереллин-нечувствительной короткостебельнос-
ти, обнаружены не были.
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Рожь – хлебная зерновая и кормовая сельско-
хозяйственная культура, широко возделываемая 
на севере Европы и дающая хорошие урожаи зер-
на даже на бедных песчаных почвах [1]. Одной из 
проблем выращивания ржи является ее высоко-
рослость, которая может приводить к полеганию 
посевов и частичной потере урожая. Основным 
способом борьбы с полеганием является создание 
короткостебельных сортов, обладающих прочной 
соломиной.

Гиббереллины – растительные гормоны, регу-
лирующие рост стеблей и листьев за счет деления 
и  растяжения клеток, а также такие этапы разви-
тия, как покой семян и почек, переход к цветению, 
созревание пыльцы [2]. В 60-е гг. XX в. использо-
вание в селекции пшеницы мутантных аллелей ге-
нов, обуславливающих нечувствительность роста 
растений к гиббереллинам, позволило создавать 
короткостебельные, устойчивые к полеганию, вы-
сокоурожайные сорта, пригодные для выращива-
ния при орошении и внесении высоких доз удо-
брений, что впоследствии было названо «зеленой 
революцией» в сельском хозяйстве [3]. Гены, обус-
лавливающие гиббереллин-нечувствительную ко-
роткостебельность пшеницы, локализованные на 
хромосомах 4B и 4D, были обозначены как Rht1 
(Reduced height 1) и Rht2 (впоследствии – Rht-B1b 
и Rht-D1b) [4]. Также у этой зерновой культуры из-
вестно большое число других генов короткосте-
бельности, не связанных с  чувствительностью 

к  гиббереллинам, однако многие из них заметно 
снижают продуктивность растений и поэтому не 
используются в создании сортов. 

С молекулярно-биологической точки зрения 
механизм гиббереллин-нечувствительной корот-
костебельности пшеницы, обусловленной генами 
Rht-1, представляется следующим: ген Rht-1 коди-
рует белок DELLA, который связывается с транс-
крипционными факторами, играя роль коактива-
тора или корепрессора, и подавляет рост клеток 
[5, 6]. В норме, в присутствии активных форм гиб-
береллинов, белок DELLA связывается с белком-
рецептором гиббереллинов – GID1 (Gibberellin-
Insensitive Dwarf 1), а затем подвергается 
убиквитинированию и протеасомной деградации. 
Отсутствие белков DELLA приводит к активиза-
ции ростовых процессов. Белки DELLA содержат 
в себе два основных домена – N-концевой домен, 
участвующий во взаимодействии с GID1 и содер-
жащий консервативные аминокислотные мотивы 
DELLA и VHYNP, а также домен GRAS, обладаю-
щий трансактивационной, репрессивной и регу-
ляторной активностью [7, 8]. Структура белка 
GID1 сходна со структурой белков семейства гор-
мон-чувствительных липаз и имеет альфа-бета-ги-
дролазную укладку полипептидной цепи. Наибо-
лее значимыми для функционирования GID1 
являются аминокислотные остатки, формирую-
щие субстрат-связывающий центр белка [8]. Му-
тации Rht-B1b и Rht-D1b приводят к появлению 
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белков DELLA, не способных связываться с бел-
ком GID1, но сохраняющих функцию репрессора 
сигнала гиббереллинов [9]. Таким образом, сни-
жение высоты растения, связанное с нарушением 
сигнального пути гиббереллинов, возможно как за 
счет повышения стабильности белков DELLA, так 
и за счет потери функции GID1.

Использование короткостебельных мутантов  
в селекции ржи началось несколько позже. Ген до-
минантной гиббереллин-чувствительной коротко-
стебельности Hl (Humilis), позднее названный Ddw1 
(Dominant dwarf 1), был впервые изучен В.Д. Кобы-
лянским в 1972 г. у естественного мутанта ржи  
ЕМ-1. Этот ген, локализованный на хромосоме 5R, 
является наиболее широко используемым в  совре-
менных сортах [10]. Недавние исследования показа-
ли, что ген Ddw1 связан с повышенной активностью 
фермента гиббереллин-2-оксидазы, участвующего  
в деградации активных форм гиббереллинов [11]. 
Помимо 4 доминантных генов Ddw1 – Ddw4 [12]  
у ржи известен ряд рецессивных генов dw1 – dw9 
[13], а также гены «compactum» – ct1 и ct2. К гиббе-
реллин-нечувствительным у ржи относятся гены 
ct1, ct2, dw6 (аллель ct2) [10] и dw9 [13], однако во-
прос об их гомологии с пшеничными генами Rht-1 
или другими известными генами сигнального пути 
гиббереллинов остается открытым. 

Несмотря на очевидность необходимости изу-
чения аллельного разнообразия генов сигнального 
пути гиббереллинов ржи, гомологичных пшенич-
ным генам Rht-1 и Gid1, подобные исследования 
еще не проводились. Целью нашей работы стало 
проведение такого исследования.

Материалы и методы
Растительный материал. В качестве материа-

ла для секвенирования были выбраны короткосте-
бельные сорта и линии ржи – сорт Альфа (рецес-
сивно-полигенная короткостебельность), Валдай 
(рецессивно-полигенная короткостебельность), 
Орловская 9 (ген Ddw2), Прача (ген Ddw1), линия 
ЕМ-1 (Ddw1). Семена сортов Альфа и Валдай 
были предоставлены кафедрой генетики, селек-
ции и семеноводства РГАУ–МСХА имени 
К.А.  Тимирязева, семена сортов Орловская 9 
и Прача – Всероссийским институтом генетичес-
ких ресурсов растений имени Н.И. Вавилова, ли-
ния ЕМ-1 – Национальной коллекцией мелкосе-
мянных зерновых культур США (National Small 
Grains Collection).

Выделение ДНК и ПЦР. ДНК выделяли тради-
ционным методом с использованием бромида це-
тилтриметиламмония из высушенных листьев 
[14]. Для выделения ДНК, ПЦР и секвенирования 
использовались по два индивидуальных растения 
от каждого образца ржи (двукратная биологичес-
кая повторность).

Праймеры для ПЦР были подобраны и ис-
пользованием ресурса Primer-BLAST NCBI и син-

тезированы в ООО «Синтол». Для амплификации 
гена, гомологичного пшеничному гену Rht1,  
у ржи использовались праймеры ScRht1-F: 
5’CGAGGCCAGCAAAAGCTTG-3’, ScRht1-R: 
5’-GGGGTTGTGTTGTCCTCCAT-3’; для гена 
ржаного гена Gid1 – праймеры ScGid1-F: 
5 ’ - C A T C C A A G A C C G T C C A A A A C A A T - 3 ’ , 
ScGid1-R: 5’-GGCAAACACATGGATGGATACAG-3’. 
Для подбора праймеров использовались последо-
вательности контигов генома ржи Lo7, найденные 
с помощью алгоритма BLAST на основе последо-
вательностей генов Rht-1 и Gid1 пшеницы [15, 16].

ПЦР-смесь состояла из следующих компо-
нентов (даны концентрации компонентов в ко-
нечной смеси): 1 × LR Plus буфер pH 9,3 (ООО 
«Силекс»), 1,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого dNTP, 
2  мкМ каждого праймера, 0,04 ед./мкл LR Plus-
полимеразы, 0,02 ед./мкл Taq-полимеразы,  
4 нг/мкл матричной ДНК. Объем ПЦР-смеси со-
ставлял 25 мкл. ПЦР проводилась при следующих 
температурных условиях: 94°C – 5 мин; 36 циклов 
94°C – 30 с, 58°C – 30 с, 72°C – 2 мин; 72°C – 
5  мин. Полученные ПЦР-продукты анализирова-
ли методом электрофореза в 1,5%-ном агарозном 
геле с буфером TBE с добавлением бромистого 
этидия. Визуализация электрофореграмм прово-
дилась в ультрафиолетовом свете с использовани-
ем системы гель-документирования [17].

Секвенирование и обработка данных. ПЦР-
продукты, после проверки их качества с помощью 
электрофореза, были секвенированы с использо-
ванием метода NGS. Секвенирование на платфор-
ме MiSeq Illumina было проведено в ООО «Гено-
мед». ДНК-библиотеки были подготовлены 
с  помощью набора реактивов Swift 2S™ Turbo 
DNA Library Kits (Swift Biosciences, США).  
В процессе подготовки ДНК-библиотеки  
ПЦР-продукты, полученные от разных образцов 
ржи, метили индивидуальными баркодами. После 
разделения прочтений по баркодам результаты 
секвенирования были получены по каждому об-
разцу в отдельности [17].

Для сборки полной последовательности гена 
из коротких прочтений нами была собрана цепоч-
ка программ, действующая по принципу сборки 
de novo с использованием референса [18]: SPAdes 
3.14.0 – для сборки контигов [19]; CAP3 – для вы-
бора контигов, соответствующих референсу, и их 
сборки в суперконтиги [20]; SNAP (Scalable 
Nucleotide Alignment Program) v1.0 [21], freebayes 
[22], samtools 1.10, bcftools 1.10.2 [23] – для карти-
рования прочтений на суперконтиги, исправления 
неточностей сборки, выявления аллельных вари-
антов на случай гетерозиготности растения.

Полученные последовательности генов раз-
личных образцов ржи были выравнены с помо-
щью GeneDoc v2.7 [24]. Границы белок-кодирую-
щей последовательности были установлены путем 
выравнивания на соответствующие последова-
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тельности генов-гомологов у пшеницы мягкой. 
Трансляция в аминокислотную последователь-
ность также выполнена в GeneDoc. Предсказание 
функциональной значимости аминокислотных за-
мен выполнено с помощью онлайн-сервиса 
PROVEAN [25]. Положение доменов белков пред-
сказано с помощью поиска консервативных доме-
нов NCBI [26].

Результаты и обсуждение
Секвенирование ПЦР-продуктов (ожидаемый 

размер 1968 и 2576 п. о. для генов ScRht1 и ScGid1 
соответственно), включающих полные последова-
тельности генов, с применением методов нового 
поколения позволило выявить полиморфизмы не 
только при сравнении сортов и отдельных расте-
ний, но и при сравнении аллельных вариантов в 
пределах одного гетерозиготного растения. Это 
особенно актуально для ржи, которая является пе-
рекрестноопыляемой сельскохозяйственной куль-
турой. Суммарно нами было выявлено 47 поли-
морфизмов в гене ScRht1 и 49 в гене ScGid1 
(рисунок, А).

Мы выявили 9 аллелей гена-гомолога Rht1 
(Della), различающихся преимущественно одно-
нуклеотидными полиморфизмами. Делеция, об-
наруженная в одном из аллелей гетерозиготного 
растения сорта ржи Альфа, приводит к потере двух 
остатков глицина в позициях 15 и 16 в полиглици-
новом районе вблизи N-конца белка (рисунок, Б). 
У сорта Прача в одном из аллелей гетерозиготного 
растения была обнаружена аминокислотная заме-
на V368I, приходящаяся на GRAS-домен белка. 
Бо́льшая же часть обнаруженных нами полимор-
физмов представляла собой синонимичные заме-
ны. Все описанные здесь изменения аминокис-
лотной последовательности белка с большой 

вероятностью являются функционально ней-
тральными по результатам анализа с помощью ал-
горитма PROVEAN [25]. 

Ген Gid1 был секвенирован аналогичным спо-
собом у тех же сортов и линий ржи. Обнаружен-
ные в результате секвенирования многочисленные 
полиморфизмы, включая инсерции и делеции, 
приходятся в основном на единственный интрон 
или на промотор гена. Всего было обнаружено 
9  аллельных вариантов. Кодирующая часть гена 
содержит только однонуклеотидные мутации, 
большая часть которых не приводит к изменению 
аминокислотной последовательности белка. Не-
синонимичные мутации были обнаружены только 
в гетерозиготном состоянии у сорта Прача (M49I) 
и линии EM1 (R181Q) (рисунок, Б). Данные ами-
нокислотные замены, скорее всего, являются 
функционально-нейтральными (PROVEAN score 
-0,543…+0,380).

Таким образом, нам удалось выявить доста-
точно большое число аллелей генов сигнального 
пути гиббереллинов у ржи. Многие мутации нахо-
дились в гетерозиготном состоянии, что отражает 
перекрестный характер опыления этой сельскохо-
зяйственной культуры вместе с внутрисортовым 
разнообразием. Однако бо́льшая часть найденных 
полиморфизмов оказалась «молчащими мутация-
ми», что является проявлением функциональности 
генов и их значимости для роста и развития расте-
ний вместе с давлением естественного и искус-
ственного отборов, «выбраковывающих» нежела-
тельные мутации. Для каждого из генов нами было 
выявлено лишь по 3 изоформы белков, различаю-
щихся аминокислотной последовательностью. Од-
нако у ржи не было выявлено достаточно масштаб-
ных изменений, которые могли бы привести 
к нарушению функции этих белков, или аналогич-

Рисунок. А. Сжатое выравнивание секвенированных последовательностей генов ScRht1 и ScGid1. Белые вертикальные поло-
сы отражают положения полиморфизмов. Черным цветом выделены экзоны генов. Б. Места предсказуемых аминокислотных 
замен в белках DELLA (RHT1) и GID1 ржи (показаны черными полосками). Темно-серым цветом выделены консервативные 
домены белков.
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ных тем, что имеются у гиббереллин-нечувстви-
тельных короткостебельных мутантов пшеницы.

Несмотря на довольно большой успех исполь-
зования гиббереллин-нечувствительных мутаций 
у  пшеницы, среди сортов ржи такой тип коротко-
стебельности распространен мало, что частично 
подтверждается и результатами нашего исследова-
ния. В связи с этим можно предположить, что такие 
мутации у ржи оказывают существенное негативное 
плейотропное действие на продуктивность расте-
ний либо, в связи с относительно меньшей изучен-
ностью культуры, просто еще не были обнаружены.
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Molecular analysis of the gibberellin signaling pathway genes 
in cultivated rye (Secale cereale L.)
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Gibberellin signaling pathway genes encoding the DELLA protein and gibberellin receptor 
GID1 were sequenced in several varieties (Alpha, Valdai, Orlovskaya 9, Pracha) and one line of 
rye (EM-1) using next generation methods. The revealed multiple alleles of these genes differ 
mainly in single-nucleotide polymorphisms, and less frequently in insertions and deletions. Most 
of the detected mutations turned out to be synonymous or located in the non-coding regions of 
the genes. Changes in the amino acid sequences of proteins associated with other mutations are 
probably functionally neutral. Mutations similar to wheat reduced-height gibberellin-insensitive 
alleles were not detected.
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